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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν ο έλεγχος του  πολυμορφισμού του εξωνίου 3 του 
γονιδίου CSN1S2 που κωδικοποιεί για την as2- καζεΐνης του γάλακτος  των βοοειδών. 
Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε DNA, το οποίο απομονώθηκε από 94 δείγματα 
αίματος αγελάδων. Τα ζώα ανήκουν στη φυλή Holstein-Friesian, η οποία είναι η πιο 
διαδεδομένη στη χώρα μας, στον τομέα της γαλακτοπαραγωγής. 
Στην συνέχεια πραγματοποιήθηκε ενίσχυση της επιθυμητής περιοχής του εξωνίου 3 
(27bp) με την μέθοδο PCR σε περιοχή που αποτελείται από 128 ζεύγη βάσεων του 
γονιδίου CSN1S2. Τα προϊόντα PCR αναλύθηκαν με τη μέθοδο SSCP (Single Strand 
Conformation Polymorphism), κατά την οποία προέκυψαν δύο διαφορετικά πρότυπα σε 
πηκτή πολυακρυλαμίδης. Τέλος, ακολούθησε αλληλούχιση των PCR προϊόντων, έτσι 
ώστε να βρεθεί η ακριβής δομή της αλληλουχίας των βάσεων και να αποκαλυφθεί 
πιθανός πολυμορφισμός του εξωνίου 3 της as2-καζεΐνης. 
Από τα αποτελέσματα της SSCP ανάλυσης που πραγματοποιήθηκε, προέκυψε ότι 
υπάρχουν δύο διαφορετικά ηλεκτροφορετικά  πρότυπα. Το μεγαλύτερο ποσοστό των 
δειγμάτων, δηλαδή τα 91 από τα 94 συνολικά δείγματα, ακολουθούσε το πρότυπο Α, ενώ 
μόνο 3 δείγματα φαίνεται ότι έχουν πιθανή  ετεροζυγωτία, πρότυπο Β. 
Η γενική εικόνα που λαμβάνουμε από την SSCP ανάλυση του εξωνίου 3, του γονιδίου 
CSN1S2 της as2- καζεΐνης (GenBank: M94327), είναι ότι εμφανίζει πολύ μικρή 
παραλλακτικότητα στον πληθυσμό που εξετάσαμε.  
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ABSTRACT 
 
The purpose of this study was to assess the polymorphism of exon 3 of CSN1S2 that 
encodes for as2- casein of bovine milk. DNA was isolated from 94 samples of cow blood. 
The animals belonged to the breed Holstein - Friesian, which is the prevalent breed in the 
Greek dairy sector. 
 
The targeted region of exon 3 (27bp) of CSN1S2 was amplified by the PCR method. The 
amplified segment of CSN1S2 gene was 128 bp long. The PCR products were analyzed 
by the SSCP method (Single Strand Conformation Polymorphism), which revealed two 
different electrophoretic patterns on polyacrylamide gel. Finally, sequencing of PCR 
products followed in order to find the exact sequence of the amplified segment and 
disclosed possible polymorphism of exon 3 as2- casein . 
 
The results of SSCP analysis performed showed that there are two different 
electrophoretic patterns. The vast majority of the samples, namely the 91 of the 94 total 
samples, fell within pattern A, whereas only three samples appear as possible potential 
heterozygotes of pattern B. 
 
The general picture we get from the SSCP analysis of exon 3 of the gene CSN1S2 as2- 
casein (GenBank: M94327), is that the population examined bears very low levels of 
genetic polymorphism.  
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
Μελέτες σχετικά με την γενετική ποικιλομορφία των γονιδίων των πρωτεϊνών του 
γάλακτος έχουν ξεκινήσει εδώ και πάνω από 60 χρόνια με την ανίχνευση της β-LG στα 
βοοειδή (Aschaffenburg & Drewy, 1957) και εντατικοποιήθηκαν κατά την διάρκεια των 
ετών που ακολούθησαν, αποκαλύπτοντας έτσι πολυμορφισμούς με σημαντικές διαφορές 
ανάμεσα στα είδη των βοοειδών (Formaggioni et al., 1999). Το ερευνητικό ενδιαφέρον 
έχει στραφεί στην πιθανή συσχέτιση του πολυμορφισμού των πρωτεϊνών του γάλακτος, 
όπως οι καζεΐνες και οι πρωτεΐνες του γαλακτικού ορού, με παραγωγικά ποσοτικά και 
ποιοτικά χαρακτηριστικά του γάλακτος. 
Οι απλότυποι των καζεϊνών έχουν επιπτώσεις στα παραγωγικά γνωρίσματα που έχουν 
διερευνηθεί μέχρι τώρα, λαμβάνοντας υπόψη τις πληροφορίες σχετικά με το σύνολο του 
καζεϊνικού συγκροτήματος 250kb (Caroli et al., 2009). Για τον λόγο αυτό συχνό 
αντικείμενο μελέτης αποτελούν τα γαλακτοπαραγωγικά ζώα (βοοειδή και αιγοπρόβατα), 
καθώς οι προσπάθειες τον ερευνητών επικεντρώνονται στην εύρεση του γονότυπου που 
αποδίδει καλύτερα  χαρακτηριστικά στο γάλα  καθώς θα έχει και υψηλότερη απόδοση σε 
γάλα.  Για τους παραπάνω λόγους καθιστάται σαφές το μέγεθος της εμπορικής σημασίας 
που έχουν οι σχετικές έρευνες. 
Τα κύρια καζεϊνικά κλάσματα είναι τέσσερα, ( as1-,  as2- ,β- , και κ- καζεΐνη) , και είναι 
γνωστά εδώ και αρκετές δεκαετίες. Διαφέρουν μεταξύ τους ως προς την δομή και την 
ηλεκτροφορητική τους κινητικότητα αλλά και ως προς την τεχνολογική τους 
συμπεριφορά. Όλα φέρουν καταγεγραμμένες γενετικές παραλλαγές ( Ανυφαντάκης, 
2004).  Μια πρόσφατη ανασκόπηση της ονοματολογίας των παραλλαγών των πρωτεϊνών 
του γάλακτος δίνεται από τον Farrell et al. (2004) η οποία καταγράφει : 8 as1- CN (A, B, 
C, D, E, F, G, H) , 4 as2-CN (A, B, C, D), 12 β- CN ( A1, A2, A3, B, C, D, E, F, G, H1, 
H2, I) & 11 κ- CN ( A, B, C, E, F1, F2, G1, G2, H, I, J) απλοτύπους. Η ονοματολογία 
είναι κοινή για τα τέσσερα είδη του γένους Bos (Bos taurus, Bos indicus,  Bos grunniens, 
Bos javanicus). Οι γενετικές παραλλαγές μπορεί να προκύψουν από πολυμορφισμό 
νουκλεοτιδίου, από διαγραφή  ή προσθήκη νουκλεοτιδίου (Farrell et al., 2004). 
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Στη  μελλοντική χρήση της επιλογής με τη βοήθεια γενετικών δεικτών στην κτηνοτροφία 
θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψη σαν πληροφορία, όχι μόνο ο πολυμορφισμός των 
γονιδίων, αλλά και ιδιαίτερες ‘δραστήριες’ ζώνες  του γονιδιώματος των ζώων, όπως 
αυτή του καζεϊνικού συμπλέγματος, όπου οι αλληλεπίδραση μεταξύ κωδικοποιημένων 
και μη νουκλεοτιδίων μπορεί να επηρεάσει σε μεγάλο βαθμό τη συνολική γονιδιακή 
έκφραση (Ibeagha-Awemu et al., 2007). 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Από αρχαιοτάτων χρόνων το γάλα  έχει αναγνωριστεί ως προϊόν υψηλής διατροφικής 
αξίας και αυτό γιατί μέσα από αυτό μπορεί ο άνθρωπος να εξασφαλίσει απαραίτητες 
θρεπτικές ουσίες, όπως λίπος, υδατάνθρακες (λακτόζη) και πρωτεΐνες καθώς, και μεγάλη 
ποσότητα ασβεστίου και φωσφόρου. Από το θηλασμό των νεογέννητων θηλαστικών 
μέχρι και την παρασκευή των γαλακτοκομικών προϊόντων το γάλα αποτελούσε πάντα 
μέρος της καθημερινής ζωής των ανθρώπων. 
 
Το γάλα δεν είναι ομοιογενές, αλλά μείγμα διαφόρων οργανικών και ανόργανων ουσιών, 
αποτελούμενο από νερό, λίπος, υδατάνθρακες, πρωτεΐνες, ένζυμα, άλατα και βιταμίνες. 
Μερικά από τα συστατικά αυτά, όπως το λίπος, είναι δυνατό να χωριστούν από το 
υπόλοιπο γάλα με μηχανικό τρόπο. Για την παραγωγή γάλακτος ο άνθρωπος εκτρέφει 
αιγοπρόβατα και αγελάδες εδώ και κάποιες χιλιετίες. Σήμερα, έχει δοθεί μεγαλύτερη 
έμφαση στο ρυθμό της  γαλακτοπαραγωγής και για τον λόγο αυτό οι φυλές που 
εκτρέφονται είναι εξειδικευμένες για  την παραγωγή γάλακτος. 
Η καζεΐνη είναι χαρακτηριστική πρωτεΐνη του γάλακτος, στο οποίο απαντά υπό μορφή 
κολλοειδούς φωσφοροκαζεϊνικού ασβεστίου. Εδώ και πολλές δεκαετίες είναι γνωστό ότι 
υπάρχουν πολλά κλάσματα καζεΐνης που διαφέρουν μεταξύ του στη δομή, στην 
ηλεκτροφορητική κινητικότητα αλλά και ως προς την τεχνολογική τους συμπεριφορά. 
Αργότερα διαπιστώθηκε και η ύπαρξη γενετικών παραλλαγών τους (Ανυφαντάκης, 
2004). 
Η παρούσα μελέτη χωρίζεται σε δύο μέρη. Στο πρώτο μέρος αναφέρονται κάποιες 
γενικές πληροφορίες για το γάλα και τα συστατικά του, τον γενετικό πολυμορφισμό των 
πρωτεϊνών του γάλακτος, την αs2-καζεΐνη των βοοειδών, καθώς, και τον σκοπό της 
μελέτης. Στη συνέχεια στο δεύτερο και ειδικό μέρος, αναπτύσσονται οι τρόποι εκτέλεσης 
του πειράματος,  γίνεται η παρουσίαση των αποτελεσμάτων καθώς και η συζήτηση 
αυτών. 
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  
 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 - ΓΑΛΑ 
ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ 
Το γάλα δεν είναι ομοιογενές, αλλά μείγμα διάφορων οργανικών και ανόργανων ουσιών, 
αποτελούμενο από νερό, λίπος, πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, ένζυμα, άλατα και βιταμίνες. 
Μερικά από τα συστατικά αυτά, όπως το λίπος, είναι δυνατό να χωριστούν από το 
υπόλοιπο γάλα με μηχανικό τρόπο. Το γάλα είναι η πιο πλήρης απλή φυσική τροφή. 
Προορίζεται από τη φύση ως μοναδική τροφή των νεογνών στα πρώτα στάδια της ζωής 
τους. Το γάλα των πρώτων ημερών μετά τον τοκετό ονομάζεται πρωτόγαλα και διαφέρει 
από το κανονικό γάλα στη σύσταση και στις ιδιότητές του. 
Η μέση χημική σύσταση του γάλακτος της αγελάδας, σε ό,τι  αφορά στα κύρια 
συστατικά του είναι η ακόλουθη: νερό 87%, λίπος 3,6%, ολικές πρωτεΐνες 3,5%, 
λακτόζη 4,5% και ανόργανα άλατα (τέφρα) 1,4% (Μάντης, 1993). 
 
1.1.1. ΤΟ ΛΙΠΟΣ ΤΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ 
Το γάλα όλων των θηλαστικών περιέχει λιπίδια, αλλά η λιποπεριεκτικότητα τους 
διαφέρει πολύ μεταξύ των ειδών. Στη λιπαρή φάση του γάλακτος περιλαμβάνονται 
κυρίως τρείς κατηγορίες ενώσεων: 
 Τα ουδέτερα λίπη (τριγλυκερίδια, διγλυκερίδια, μονογλυκερίδια) 
 Τα πολικά λιπίδια (φωσφολιπίδια, γλυκολιπίδια) 
 Τα ασαπωνοποίητα συστατικά (στερόλες, λιποδιαλυτές βιταμίνες, καροτενοειδή) 
Οι παραπάνω ενώσεις απαντώνται σε αναλογία περίπου 98%, 1%, 1% αντίστοιχα 
(Ανυφαντάκης, 2004). 
Το λίπος του γάλακτος βρίσκεται με τη μορφή λιποσφαιρίων που είναι διασπαρμένα στη 
φάση του ορού του γάλακτος. Τα λιποσφαίρια αποτελούνται από έναν ετερογενή πυρήνα 
τριγλυκεριδίων που περιβάλλεται από ένα πολύ λεπτό στρώμα πρωτεϊνικής κυρίως 
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φύσεως που ονομάζεται μεμβράνη των λιποσφαιρίων (Ανυφαντάκης, 2004). Η μάζα της 
μεμβράνης των λιποσφαιρίων αποτελεί περίπου το 2-6% της μάζας του λιποσφαιρίου 
(Evers, JM., 2004, Keenan & Mather, 2003).  Το μέγεθος των λιποσφαιρίων του 
γάλακτος αυξάνεται με την αυξανόμενη περιεκτικότητα σε λίπος στο γάλα (Wiking  et 
al., 2004). Ο αριθμός των λιποσφαιρίων  είναι περίπου 1010 ανά ml γάλακτος (Walstra et 
al., 1999). Το  μέγεθος των λιποσφαιρίων έχει σημαντική επιρροή στη σταθερότητα και 
στις τεχνολογικές ιδιότητες του γάλακτος (Noble, 1978).  Το μέγεθος των λιποσφαιρίων 
εξαρτάται από το είδος του γάλακτος τη φυλή του ζώου, της γαλακτικής περιόδου και το 
στάδιο του αρμέγματος (Ανυφαντάκης & Καλαντζόπουλος, 1993). 
Το λίπος του γάλακτος είναι πολύ σημαντικό συστατικό, καθώς: 
 Ο πρωταρχικός του ρόλος είναι να αποτελεί πηγή ενέργειας και βασικών δομικών 
υλών για τις κυτταρικές μεμβράνες των νεογέννητων όλων των θηλαστικών. 
 Είναι πηγή απαραίτητων λιπαρών οξέων που δεν μπορούν να συντεθούν από 
ανώτερα ζώα (π.χ. λινελαϊκό οξύ, C18:2) και λιποδιαλυτών βιταμινών (A, D, E, 
K). 
 Διαμορφώνει τα ρεολογικά και τα γευστικά χαρακτηριστικά των γαλακτοκομικών 
προϊόντων, καθώς είναι το πιο ευγευστο φυσικό λίπος. 
 Έχει οικονομική σημασία, αφού είναι ένα από τα κύρια συστατικά και η 
περιεκτικότητα σ’ αυτό καθορίζει την τιμή του γάλακτος (Μοάτσου, 2009). 
 
1.1.2. ΟΙ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΤΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ 
Οι πρωτεΐνες του γάλακτος αποτελούνται από δύο κύριες ομάδες, τις καζεΐνες και τις 
οροπρωτεΐνες.  Κατά μέσο όρο το πρωτεϊνικό κλάσμα αποτελείται κατά 75-80% από 
καζεΐνες και κατά 20-25% από οροπρωτεΐνες (Μάντης, 1993). 
Για μεγάλο χρονικό διάστημα υπήρχε σύγχυση σχετικά με την  ονοματολογία των 
πρωτεϊνών. Σε πρώτο στάδιο διαπιστώθηκε ότι κατά την οξίνιση του άπαχου γάλακτος 
μέχρι pH 4,6 σε θερμοκρασία 20oC, κατακρημνίζεται ένα σημαντικό μέρος των 
πρωτεϊνών του. Οι πρωτεΐνες αυτές ονομάστηκαν καζεΐνες, ενώ αυτές που παραμένουν 
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μετά την κατακρήμνιση των καζεϊνών από το άπαχο γάλα ονομάστηκαν πρωτεΐνες του 
γαλακτικού ορού ή οροπρωτεΐνες (Μάντης, 1993). 
Στο γάλα, εκτός από τις κατηγορίες των πρωτεϊνών που αναφέρθηκαν, υπάρχουν και 
άλλες, σε σημαντικά όμως μικρότερη αναλογία. Μερικές από αυτές τις πρωτεΐνες είναι η 
λακτοσιδερίνη, η λακτολίνη, οι πρωτεϊνες της μεβράνης των λιποσφαιρίων και διάφορα 
ένζυμα (Ανυφαντάκης, 1994). 
Τόσο οι καζεΐνες, όσο και τα μη καζεϊνικά κλάσματα είναι ετερογενή. Οι καζεΐνες, με 
βάση τη διάταξη των αμινοξέων στο μόριο τους, κατατάσσονται σε as1,  as2,  β,  και κ- 
καζεΐνες (Swaisgood, 1982; Eigel et al.., 1984; Swaisgood, 1992; Burgoyne & Duncan, 
1998). Οι οροπρωτεΐνες, με βάση τη διαλυτότητα τους σε διάφορα μέσα, ταξινομούνται 
σε τρείς κατηγορίες, τις γαλακταλβουμίνες, τις γαλακτοσφαιρίνες και τις πρωτεόζες-
πεπτόνες (Eigel  al.,1984; Burgoyne & Duncan, 1998). 
 
1.1.3. ΚΑΖΕΪΝΕΣ 
Το αγελαδινό γάλα περιέχει 24-28 g/L καζεΐνη (Swaisgood,1992). Οι τέσσερις κύριες 
καζεΐνες αs1-,  αs2-,  β-, κ-, βρίσκονται σε αναλογία 39:10:36:13 (Borkova & Snaselova, 
2005). 
Οι καζεΐνες υπάρχουν στο γάλα ως πολυμερή, κατά κύριο λόγο με οργανωμένη μορφή 
μικροσκοπικών σφαιριδίων που ονομάζονται καζεϊνικά μικκύλια που απαρτίζονται από 
τις 4 καζεϊνες και ανόργανα συστατικά μεταξύ των οποίων κυριαρχούν το ασβέστιο και ο 
φώσφορος. Τα μικκύλια περιέχουν περίπου 70% νερό και 30% στερεά συστατικά από τα 
οποία τα 92% είναι καζεϊνες και το 8% διάφορα άλατα (Ανυφαντάκης, 2004; Walstra et 
al., 2006). 
Στον Πίνακα 1 παρουσιάζεται η κατανομή των μεμονωμένων καζεϊνικών κλασμάτων σε 
νωπό αγελαδινό γάλα. Παρατηρούμε ότι οι as-καζεΐνες είναι οι κύριες καζεΐνες στο 
αγελαδινό γάλα (Huppertz et al., 2006). 
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Πίνακας 1 : Αναλογία των κλασμάτων καζεΐνης σε νωπό αγελαδινό γάλα (Huppertz et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Τα μικκύλια είναι σφαιρικά, με διάμετρο 50- 300 nm, έχουν Μ.Β. περίπου 108 kDa και 
είναι αρνητικά φορτισμένα. Ο μεγάλος όγκος τους οφείλεται στην ενυδάτωση των 
υπομικκυλίων, περίπου 2 g νερό / g καζεΐνης (Fox & McSweeney, 1998), στις υδρόφιλες 
ομάδες των καζεϊνών στην επιφάνεια των μικκυλίων και στην ανώμαλη επιφάνεια των 
τελευταίων (Walstra et al, 2006; Fox & McSweeney, 1998). Κάθε καζεϊνικό μικκύλιο 
αποτελείται από υπομικκύλια, τα οποία συγκρατούνται μεταξύ τους με γέφυρες 
κολλοειδούς φωσφορικού ασβεστίου, υδρόφοβες και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 
και δεσμούς υδρογόνου (Fox & McSweeney, 1998; Fox & Brodkorb, 2008) (Εικ. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1: Δομή υπομικκυλίου και μικκυλίου καζεΐνης (Ανυφαντάκης, 2004) 
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Η as1-καζεΐνη περιλαμβάνει 199 αμινοξικά κατάλοιπα (Eigel et al., 1984) και 
αντιπροσωπεύει το 40% του καζεϊνικού κλάσματος. Είναι ευαίσθητη στα ιόντα 
ασβεστίου και καταβυθίζεται με χλωριούχο ασβέστιο 0,4Μ, σε pH 7,0 και θερμοκρασία 
4oC, ενώ δεν περιέχει κυστεΐνη ή σάκχαρα (Ανυφαντάκης, 1994). Η πρωτεΐνη αναφοράς 
της  as1-καζεΐνης για αυτή την ομάδα είναι η as1-CN B-8P, η οποία δεν περιέχει 
κατάλοιπα κυστεΐνης. 
H as2-καζεΐνη περιλαμβάνει 207 αμινοξικά κατάλοιπα (Eigel et al., 1984), 
αντιπροσωπεύει  το 10% του καζεϊνικού κλάσματος και αποτελείται από 2 μεγάλα και 
πολλά μικρά συστατικά (Farrell et al., 2004). Είναι η ομάδα των καζεϊνών που 
παρουσιάζουν τη μεγαλύτερη διακύμανση στην έκταση της φωσφορυλίωσης και είναι οι 
πιο υδρόφιλες με αποτέλεσμα να είναι πιο ευαίσθητες στα ιόντα ασβεστίου απ’ ότι η as2-
καζεΐνη (Walstra et al., 2006). Η πρωτεΐνη αναφοράς γι’ αυτή την ομάδα είναι as2-CN A-
11P (Farrell et al., 2004).  
Η β-καζεΐνη αποτελεί το 45% του καζεϊνικού κλάσματος και είναι αρκετά περίπλοκη 
λόγω της δράσης της πλασμίνης, που είναι ενδογενές ένζυμο του γάλακτος. Η δράση της 
τελευταίας οδηγεί στο σχηματισμό των γ1-, γ2-, και γ3-CN, τα οποία είναι κλάσματα της 
β-CN (Farrell et al., 2004). Είναι η περισσότερο υδρόφοβη καζεΐνη (Rollema, 1992). 
Έχει παραπλήσιο μοριακό βάρος με την as1-καζεΐνη (24.000) και αποτελείται από 209 
αμινοξικά κατάλοιπα (Ribadeau-Dumas et al., 1972, Grosclaude et al., 1973), ενώ δεν 
περιέχει κυστεΐνη ή σάκχαρα. Σε θερμοκρασίες μικρότερες των 10oC δεν καταβυθίζεται 
παρουσία ιόντων ασβεστίου και παραμένει διαλυτή. Ωστόσο, θερμοκρασίες υψηλότερες 
των 20oC προκαλούν σημαντικές αλλαγές στη δομή της, με αποτέλεσμα την 
ευαισθητοποίηση της στα ιόντα ασβεστίου (Ανυφαντάκης, 1994). Η πρωτεΐνη αναφοράς 
για αυτή  την ομάδα είναι η Α2-5Ρ.  
Η κ- καζεΐνη είναι το κλάσμα που σταθεροποιεί όλες τις άλλες καζεΐνες έναντι των 
ιόντων ασβεστίου. Είναι διαλυτή παρουσία ασβεστίου σε όλες τις θερμοκρασίες και η 
μοναδική από τις κύριες καζεΐνες που περιέχει στο μόριο της υδατάνθρακες ( γαλακτόζη 
1,3%, γαλακτοζαμίνη 1,4% , και σιαλικό οξύ 2,0%) και υπολείμματα κυστεΐνης. Η κ- 
καζεΐνη του αγελαδινού γάλακτος   περιέχει δύο υπολείμματα κυστεΐνης, που της 
επιτρέπουν να συμμετέχει στους σουλφιδριλικούς και δισουλφιδικούς δεσμούς 
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(Swaisgood, 1982). Έχει 169 υπολείμματα αμινοξέων στο μόριο της. Περιέχει τον πολύ 
ευαίσθητο στη χυμοσίνη δεσμό Phe(105) – Met(106), ο οποίος όταν υδρολυθεί χάνεται η 
προστατευτική ιδιότητα της πάνω στις άλλες καζεΐνες, γεγονός που έχει σαν αποτέλεσμα 
την πήξη του γάλακτος (Ανυφαντάκης και Καλαντόπουλος, 1993). Η πρωτεΐνη 
αναφοράς για αυτή την ομάδα είναι η κ-CN A-1P.  
1.1.4. ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΓΑΛΑΚΤΙΚΟΥ ΟΡΟΥ 
Ορός γάλακτος καλείται το πλάσμα γάλακτος ή άπαχο γάλα χωρίς την καζεΐνη. Όπως 
προαναφέρθηκε, το πρωτεϊνικό κλάσμα αποτελείται κατά 20-25% από οροπρωτεΐνες 
(Μάντης, 1993). Οι πρωτεΐνες του ορού είναι κυρίως σφαιρικές πρωτεΐνες και 
βρίσκονται στο γάλα ως μονομερή ή ολιγομερή. 
Οι κύριες πρωτεΐνες του ορού είναι  η  β-γαλακτοσφαιρίνη,  η α-λακταλβουμίνη, η 
οροαλβουμίνη ,η  γαλακτοαιμοσφαιρίνη (IgG1, IgG2, IgA και IgM)  και οι πρωτεόζες-
πεπτόνες (Eigel et al., 1984, Burgoyne & Duncan, 1998). Οι πρωτεΐνες του ορού είναι 
υψηλής διατροφικής αξίας. Είναι πλούσιες σε κυστεΐνη, και έτσι καλύπτουν την έλλειψη 
των καζεϊνών σε κυστεΐνη.  Η α-λακταλβουμίνη αποτελεί το 0,06-0,17 % των 
συστατικών του γάλακτος και είναι απαραίτητη στη σύνθεση της λακτόζης, καθώς 
αποτελεί τμήμα της συνθετάσης της λακτόζης (Μάντης, 1993). Είναι πρωτείνη που 
συντήθται στο μαστό και αποτελείται από 123 αμινοξέα σε μονοπεπτιδική αλυσίδα 
(Brew et al., 1970). Η β-λακτοσφαιρίνη αποτελεί την κύρια οροπρωτεΐνη του αγελαδινού 
γάλακτος, αντιπροσωπεύοντας το 50% περίπου, του συνόλου των πρωτεϊνών του ορού 
και το 12% των ολικών πρωτεϊνών του γάλακτος. Η β-λακτοσφαιρίνη συντίθεται στο 
μαστό, αποτελείται από 162 αμινοξικά κατάλοιπα (Eigel et al., 1984) και περιέχει 
σουλφυδρυλικές ομάδες (Ανυφαντάκης, 1994). 
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1.1.5. ΛΑΚΤΟΖΗ ΚΑΙ ΑΛΑΤΑ ΤΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ 
Λακτόζη 
Ο κύριος υδατάνθρακας του γάλακτος των περισσότερων θηλαστικών είναι ο 
δισακχαρίτης λακτόζη που είναι μοναδικός στη φύση και είναι ένα από τα κύρια 
συστατικά του γάλακτος. Συντίθεται στις μεμβράνες των οργανιδίων Golgi των 
γαλακτικών κυττάρων του μαστού από τη γλυκόζη του αίματος. Μπορεί να παραληφθεί 
από το γάλα με κρυστάλλωση (Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009). 
Η λακτόζη είναι διζαχαρίτης D-γλυκόζης και D-γαλακτόζης, με β-(1-4) γλυκοζιτικό 
δεσμό και υδρολύεται από το ένζυμο β-γαλακτοσιδάση. Το αγελαδινό γάλα περιέχει 
περίπου 4,8% λακτόζη (Belitz et al., 2012). Η ημιακεταλική ομάδα της γλυκόζης είναι 
ελεύθερη, επομένως η λακτόζη ανήκει στα αναγωγικά σάκχαρα και υπάρχει στο γάλα με 
τους α- και β-ανωμερείς τύπους σε ισορροπία, οι οποίοι διαφέρουν ως προς τη θέση των 
–ΟΗ και –Η του C-1. Οι δύο μονοσακχαρίτες βρίσκονται στη λακτόζη κυρίως με τη 
μορφή δακτυλίου πυρανόζης. Ως αναγωγικό σάκχαρο συμμετέχει στην αντίδραση 
Maillard κι έτσι παίζει ρόλο στη διαμόρφωση της γεύσης και του χρώματος των 
γαλακτοκομικών προϊόντων που υφίστανται θερμική επεξεργασία. Είναι πηγή ενέργειας 
για τον ανθρώπινο οργανισμό, αφού πρώτα διασπασθεί σε γλυκόζη και γαλακτόζη από 
το ένζυμο β-γαλακτοσιδάση (λακτάση) του πεπτικού συστήματος. Η ανεπάρκεια του 
πεπτικού συστήματος ορισμένων ατόμων σε β-γαλακτοσιδάση οδηγεί στο πρόβλημα της 
δυσανεξίας της λακτόζης. Πολύ σοβαρότερο γενετικό ελάττωμα που σχετίζεται με το 
μεταβολισμό της λακτόζης είναι η γαλακτοζαιμία (Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009). 
Άλατα 
Το γάλα περιέχει ανόργανα και οργανικά άλατα, απλά ή σύμπλοκα. Τα ανόργανα 
διακρίνονται στα κύρια και στα ιχνοστοιχεία. Τα κύρια υπάρχουν σε μεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις στο γάλα. Είναι τα άλατα καλίου, νατρίου, ασβεστίου και του μαγνησίου 
με φωσφορικές, κιτρικές, χλωριούχες, θειικές και ανθρακικές ρίζες. Τα ιχνοστοιχεία, 
περίπου 20, υπάρχουν σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις, όπως ψευδάργυρος, χαλκός, 
σίδηρος, μόλυβδος, μαγγάνιο, βρώμιο, ιώδιο. Τα άλατα συνεισφέρουν σημαντικά στη 
θρεπτική αξία του γάλακτος, ιδιαίτερα το ασβέστιο και ο φωσφόρος. Επίσης, ορισμένα 
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ιχνοστοιχεία έχουν μεγάλη διατροφική αξία. Επίσης, τα άλατα συνδιαμορφώνουν τα 
φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του γάλακτος, και συμμετέχουν στη δομή των καζεϊνών.  
1.2 ΒΟΟΤΡΟΦΙΑ ΣΤΗΝ ΕΛΛΑΔΑ 
Στην Ελλάδα εκτρέφονται περίπου 730.000 βοοειδή, εκ των οποίων τα 200.000 περίπου 
είναι γαλακτοπαραγωγής, τα 430.000 είναι κρεοπαραγωγής και υπόλοιπα 100.000 είναι 
μικτής παραγωγής. Από αυτά παράγονται περίπου 700.000 τόνοι αγελαδινού γάλακτος 
και 65.000 τόνοι βόειου-μοσχαρίσιου κρέατος. Η πλειονότητα του ζωικού κεφαλαίου 
αποτελείται από εγχώριες βελτιωμένες αγελάδες σε ποσοστό 64% του συνόλου των 
αμελγόμενων αγελάδων, το 27% του συνόλου είναι γενετικά βελτιωμένες, προέλευσης 
από άλλες ευρωπαϊκές χώρες και σε μόλις 9% του συνόλου είναι εγχώριες αβελτίωτες 
(ΥΠΑΑΤ, 2009). 
Όσον αφορά στον κλάδο της γαλακτοπαραγωγού αγελαδοτροφίας, κύριο χαρακτηριστικό 
του είναι η ταχεία αύξηση του μεγέθους των μονάδων και η αντίστοιχη μείωση του 
αριθμού των παραγωγών, όπως φαίνεται και από τα παρακάτω στοιχεία. 
ΕΤΟΣ Αριθμός Γαλακτοπαραγωγών 
1989 55.000 
1999 12.000 
2011 5.000 
 
Αν και ο πληθυσμός παρουσίασε σημαντική πτώση για πολλά χρόνια, η παραγωγή 
αγελαδινού γάλακτος αυξήθηκε σημαντικά γεγονός που οφείλεται στην αύξηση της 
μέσης απόδοσης γάλακτος των αγελάδων. Παρόλα αυτά η μέση απόδοση γάλακτος ανά 
αγελάδα στη χώρα μας εξακολουθεί να παραμένει σχετικά χαμηλή σε σχέση με το μέσο 
όρο της Ε.Ε. (6.100 λίτρα/έτος) (www.gaiapedia.gr). 
Στην Ελλάδα εκτρέφονται εγχώριες φυλές (Κοινή Βραχυκερατική, Τήνου, Κατερίνης, 
Συκιάς), γαλακτοπαραγωγικές φυλές, κυρίως της φυλής Ασπρόµαυρη (Holstein-
Friesian), κρεοπαραγωγικές φυλές κυρίως Λιµουζέν και Μπλοντ ντ΄ Ακιτέν (Blonde 
d.Aquitaine) και µικτής απόδοσης (Φαιά των Άλπεων και Σίµενταλ). 
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Στην παρούσα εργασία, μελετήσαμε το επίπεδο πολυμορφισμού στο γονίδιο CSN1S2 
που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Alpha-S2-casein σε 94 δείγματα αγελάδων της φυλής  
Holstein από μία κτηνοτροφική μονάδα στην περιοχή της Λάρισας. Παρακάτω θα 
ακολουθήσει μία σύντομη περιγραφή της φυλής Holstein που είναι η κύρια 
γαλακτοπαραγωγική φυλή που εκτρέφεται στην Ελλάδα. 
 
H φυλή Holstein-Friesian 
Η φυλή αυτή προέρχεται από διασταύρωση ζώων τα οποία έχουν τις γενεαλογικές τους 
ρίζες στην Ολλανδία, και πιο συγκεκριμένα στην επαρχία της Φρισλανδίας. Η φυλή 
κατατάσσεται στην κατηγορία των βοοειδών διπλής παραγωγικής κατεύθυνσης. Είναι 
ζώα υψηλής γαλακτοπαραγωγής και με καλά κρεοπαραγωγικά χαρακτηριστικά. 
Διακρίνονται από τον ασπρόμαυρο χρωματισμό του τριχώματος τους και τη μεγάλη 
σωματική τους διάπλαση. Το βάρος των ενηλίκων ζώων κυμαίνεται στα 600 κιλά για τα 
θηλυκά και στα 1000 κιλά για τα αρσενικά, ενώ το  βάρος των νεογέννητων μοσχαριών 
κυμαίνεται στα 40 κιλά. Ωριμάζουν αναπαραγωγικά σε ηλικία 16-18 μηνών και όταν 
έχουν ζωντανό βάρος περίπου 500 κιλά. Η γαλακτοπαραγωγή κατά μέσο όρο για 3.2 
γαλακτικές περιόδους, φθάνει στα 7600 λίτρα άλλα αυξομειώνεται ανάλογα με τη 
διαχείριση της μονάδας αφού η φυλή παρουσιάζει περισσότερες δυνατότητες. 
Παράλληλα, η φυλή Holstein-Friesian έχει και την άσπρο-καφέ παραλλαγή, τα ζώα της 
οποίας είναι πιο μικρόσωμα σε σύγκριση με τα ασπρόμαυρα και έχουν χαμηλότερες 
αποδόσεις.( www.moa.gov.cy) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2- ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΣ 
2.1 ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΟΥ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ 
ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΤΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ 
Η ύπαρξη γενετικού πολυμορφισμού στις πρωτεΐνες του γάλακτος διαπιστώθηκε για 
πρώτη φορά από τους Aschaffenburg & Drewry το 1955 και αφορούσε τη β- 
λακτοσφαιρίνη. Οι παραπάνω ερευνητές παρατήρησαν ότι τα δείγματα γάλακτος από 
διαφορετικές αγελάδες που υφίσταντο ηλεκτροφόρηση (σε φίλτρο χάρτου με ρυθμιστικό 
διάλυμα βαρβιτόνης και pH 8,6, σε τάση 16V, για 16 ώρες), παρήγαγαν μία ή δύο 
διαφορετικές ηλεκτροφορητικές δέσμες ή ένα μείγμα τους που προσδιορίστηκαν ως β1 
και β2, με σειρά μειωμένης κινητικότητας. Δύο χρόνια αργότερα, όταν ανακαλύφθηκε 
ότι η σύνθεση των δύο διαφορετικών τύπων της β-λακτοσφαιρίνης βρισκόταν υπό 
γενετικό έλεγχο,  μετονομάστηκαν σε Α και Β αντίστοιχα (Aschaffenburg & Drewry το 
1957). 
Η ανακάλυψη των Aschaffenburg & Drewry αποτέλεσε το έναυσμα έντονης ερευνητικής 
δραστηριότητας με στόχο την περαιτέρω μελέτη του γενετικού πολυμορφισμού όλων 
των πρωτεϊνών του γάλακτος. Αρχικά οι προσπάθειες επικεντρώθηκαν στη διαμόρφωση 
μεθόδων προσδιορισμού των αλληλόμορφων των πρωτεϊνών του γάλακτος, στη  μελέτη 
του τρόπου με τον οποίο κληρονομούνται, καθώς και στη διακύμανση των συχνοτήτων 
των αλληλόμορφων των πρωτεϊνών του γάλακτος στις διάφορες φυλές των βοοειδών. 
Σύντομα το διεθνές ενδιαφέρον στράφηκε στην εύρεση των γονιδιακών τόπων που 
σχετίζονται με τα παραγωγικά χαρακτηριστικά του γάλακτος. Μέχρι σήμερα οι 
περισσότερες από τις μελέτες που πραγματοποιήθηκαν επικεντρώνονται στα γονίδια που 
ελέγχουν τη σύνθεση των τεσσάρων καζεϊνών (αs1, αs2, β, κ) καθώς, και της β- 
λακτοσφαιρίνης. 
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2.2 ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΤΟΥ 
ΓΑΛΑΚΤΟΣ 
Η σύνθεση των πρωτεϊνών του γάλακτος ελέγχεται από γονίδια. Το τμήμα του DNA που 
αποτελεί ένα γονίδιο μεταγράφεται σε αγγελιοφόρο RNA και μεταφράζεται σε ένα 
πολυπεπτίδιο, το οποίο με επιπλέον τροποποίηση, οδηγεί στο σχηματισμό μιας 
πρωτεΐνης. Η διαδικασία αυτή ακολουθείται και για τον σχηματισμό κάθε μίας από τις 
πρωτεΐνες του γάλακτος ( Μάντης, 1993). 
Μεταξύ ατόμων του ίδιου είδους τα χρωμοσώματα παρουσιάζουν εξαιρετική 
ομοιομορφία στα ζεύγη τους. Ωστόσο, σε τμήματα των χρωμοσωμάτων που 
αντιπροσωπεύουν τμήματα γονιδίων μπορεί να υφίσταται κάποια παραλλακτικότητα 
στην αλληλουχία των βάσεων του DNA. Αυτή η παραλλακτικότητα μπορεί να οδηγήσει 
στη δημιουργία συγκεκριμένων γονιδίων με περισσότερες από μια μορφές, που 
ονομάζονται αλληλόμορφα. Όπου η γενετική παραλλαγή απαντάται συχνά (π.χ. 
τουλάχιστον 5% των  γονιδιακών τόπων στα χρωμοσώματα έχουν ένα αλληλόμορφο 
διαφορετικό από αυτό που παρατηρείται συνήθως) τότε αναφερόμαστε στην παρουσία 
του φαινομένου του γενετικού πολυμορφισμού (Swaisgood,1992). 
 
2.3 ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΚΑΖΕΪΝΩΝ ΤΟΥ 
ΓΑΛΑΚΤΟΣ 
Περισσότερο από το 95% των πρωτεϊνών που προέρχονται από το γάλα των βοοειδών 
κωδικοποιούνται από 6 δομικά γονίδια (Martin et al., 2002). Τα τέσσερα καζεϊνικά 
γονίδια συνδέονται στενά σε ένα σύμπλεγμα 250-kb (Ferretti et al., 1990; Martin et al., 
2002) (Εικόνα 2) και χαρτογραφούνται στο χρωμόσωμα 6 (Hayes et al., 1993; Popescu et 
al., 1996). 
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Στις αγελάδες γαλακτοπαραγωγής ο γενετικός πολυμορφισμός των πρωτεϊνών του 
γάλακτος οφείλεται, είτε σε υποκατάσταση αμινοξέων στην πεπτιδική αλυσίδα, είτε στην 
απαλοιφή ενός αμινοξέος από αυτή. Οι μεταβολές αυτές είναι αποτέλεσμα μεταλλάξεων 
στην αλληλουχία των μορίων DNA που αποτελούν το γονιδιακό τόπο των πρωτεϊνών 
(Swaisgood, 1992). Οι αλλαγές στην αλληλουχία του DNA είναι δυνατόν να εντοπιστούν 
στο τμήμα του γονιδίου που είναι υπεύθυνο για την κωδικοποίηση και για τη μεταγραφή 
σε mRNA ή σε περιοχές του DNA που είναι υπεύθυνες για τη ρύθμιση της έκφρασης του 
γονιδίου ( Moioli et al., 1998). 
 
 
2.3.1  Η αs1-ΚΑΖΕΙΝΗ 
Στην αs1-καζεΐνη των βοοειδών έχει βρεθεί η γενετική παραλλαγή Α στις φυλές Holstein 
Friesians, Red Holsteins και German red, η Β είναι μία κοινή παραλλαγή του είδους Bos 
taurus, η C είναι κυρίαρχη παραλλαγή στα είδη Bos indicus και Bos grunniens, η 
παραλλαγή D βρέθηκε σε διάφορες φυλές Bos taurus της Γαλλίας και της Ιταλίας και η 
παραλλαγή Ε στο είδος Bos grunniens. Επίσης έχουν χαρακτηριστεί τρείς νέες 
παραλλαγές οι F, G και H (Farrell et al., 2004) (Πίνακας 2). 
 
 
Εικόνα 2: Οργάνωση του γενετικού τόπου των καζεϊνών στα βοοειδή (προσαρμογή από Martin et al., 
2002). 
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Πίνακας 2: Θέσεις και διαφορές στις γενετικές παραλλαγές της αγελαδινής as1-καζεΐνης  
(προσαρμογή από Farrell et al., 2004) 
 
 
2.3.2  Η β-ΚΑΖΕΙΝΗ 
Η παραλλαγή Α είναι η κυρίαρχη σε όλα τα είδη Bos που έχουν μελετηθεί, ενώ οι 
παραλλαγές C και D έχουν μια λιγότερη φωσφορική ομάδα από τις υπόλοιπες (Eigel et 
al., 1984) (Πίνακας 3). Κύριο χαρακτηριστικό της β-καζεΐνης είναι ότι όλες οι 
παραλλαγές της προκύπτουν από γενετικό πολυμορφισμό, ο οποίος ευθύνεται και για 
τροποποίηση της  φωσφορυλίωσης στις παραλλαγές C και D (Visser et al., 1995). 
 
Πίνακας 3:  Θέσεις και διαφορές στις γενετικές παραλλαγές της αγελαδινής β- καζεΐνης 
(προσαρμογή από Farrell et al., 2004) 
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2.3.3  Η κ-ΚΑΖΕΙΝΗ 
Οι πιο κοινές γενετικές παραλλαγές έχουν χαρακτηριστεί ως Α και Β, με την Α να τείνει 
κυρίαρχη στις περισσότερες γαλακτοκομικές φυλές βοοειδών (Farrell et al., 2004) 
(Πίνακας 4). Στο είδος Bos indicus, έχουν βρεθεί επιπλέον οι παραλλαγές C και Ε (Ng-
Kwai-Hang & Grosclaude, 1992). Οι νέες γενετικές παραλλαγές έχουν χαρακτηριστεί ως 
F1, F2, G1, G2, H, I και J (Farrell et al., 2004). 
 
Πίνακας 4:  Θέσεις και διαφορές στις γενετικές παραλλαγές τηs αγελαδινής κ- καζεΐνης 
(προσαρμογή από Farrell et al., 2004) 
 
 
 
2.3.4  Η αs2-ΚΑΖΕΙΝΗ 
Το γονίδιο της as2-καζεΐνης (CSN1S2), είναι ένα από τα μέλη της οικογένειας των 
καζεϊνικών γονιδίων, η οποία αποτελεί έως και το 10% του κλάσματος των καζεϊνών. Η 
αs2-καζεΐνη είναι ένα μονό πολυπεπτίδιο 207 αμινοξέων, με μοριακό βάρος 21.269 Da 
(Πίνακας 5). Η αλληλουχία του αρχικά προσδιορίστηκε χημικά (Brignon et al., 1977) και 
αργότερα από  cDNA και από την γονιδιωματική αλληλούχηση του  DNA (Stewart et al., 
1987; Groenen et al., 1993).  
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 Πίνακας 5: Αλληλουχία αμινοξέων Alpha-S2-casein  αγελάδας (1-15 a.a=signal peptide; 18-
26=exon3),                                UniProtKB - P02663 (CASA2_BOVIN) 
 
 
Εκτός από την πιο κοινή παραλλαγή CSN1S2*Α, η οποία έχει βρεθεί σε όλα τα είδη του 
γένους Bos, άλλες τρείς παραλλαγές αυτής της πρωτεΐνης είναι γνωστές, η Β, η C, και η 
D (Πίνακας 6). Οι παραλλαγή Β είναι κοινή για τα είδη Bos taurus, Bos indicus και Bos 
grunniens, η C έχει ταυτοποιηθεί στη φυλή zebu (Bos grunniens) της Μογγολίας 
(Grosclaude et al., 1976, 1978, 1982), ενώ η παραλλαγή D έχει βρεθεί με χαμηλή 
συχνότητα σε ορισμένες Ευρωπαϊκές φυλές (Bos taurus) και στη φυλή Namchi (Bos 
taurus) της Αφρικής (Grosclaude et al, 1979;  Jann et al., 2004; Ibeagha-Awemu et al., 
2005a). Η παραλλαγή Α είναι η πιο συχνή σε όλες τις φυλές που έχουν διερευνηθεί μέχρι 
τώρα και επιπλέον είναι η πιο σταθερή στις περισσότερες δυτικές φυλές. 
Πίνακας 6: Θέσεις και διαφορές στις γενετικές παραλλαγές της αγελαδινής αs2-καζεΐνης 
(προσαρμογή από Farrell et al., 2004) 
        10         20        30         40         50 
MKFFIFTCLL AVALAKNTME HVSSSEESII SQETYKQEKN MAINPSKENL  
        60         70        80         90        100 
CSTFCKEVVR NANEEEYSIG SSSEESAEVA TEEVKITVDD KHYQKALNEI  
       110        120        130        140        150 
NQFYQKFPQY LQYLYQGPIV LNPWDQVKRN AVPITPTLNR EQLSTSEENS  
       160        170        180        190        200 
KKTVDMESTE VFTKKTKLTE EEKNRLNFLK KISQRYQKFA LPQYLKTVYQ  
       210     220  
HQKAMKPWIQ PKTKVIPYVR YL  
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Το συνολικό μήκος του γονιδίου της as2-καζεΐνης είναι 18.461 bp, πράγμα που 
υποδηλώνει ότι είναι η μεγαλύτερη εκ των τεσσάρων καζεϊνών που βρίσκονται στα 
βοοειδή. Αποτελείται από 18 εξώνια (Εικόνα 3), τα οποία κυμαίνονται σε μέγεθος από 
21 έως 266 νουκλεοτίδια (Groenen et al., 1993). 
 
 
Αν και η οργάνωση του γονιδίου της as2–καζεΐνης φαίνεται να είναι παρόμοια με εκείνη 
του  γονιδίου της as1–καζεΐνης. Επιπρόσθετα, φαίνεται ότι  αυτές οι δύο καζεΐνες θα 
μπορούσαν να έχουν προέλθει από ένα κοινό γονίδιο- πρόγονο, το οποίο εξελίχθηκε 
μέσω εσωτερικών αναδιπλασιασμών (Groenen et al., 1993). 
 Στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε έλεγχος για  την παρουσία πολυμορφισμού 
στο εξώνιο 3 του γονιδίου της as2-καζεΐνης (Εικόνα 4). 
 
 
Εικόνα 3: Οργάνωση της μονάδας μεταγραφής που κωδικοποιεί  την πρωτεΐνες γάλακτος. 
Καζεΐνη: αs2-CN (CSN1S2), ( προσαρμογή από Martin et al., 2002) 
 
EXON 3 
 
     6121 gaataatgat aaaaacaaaa caaaatagtg agataccttg gcattttaaa tctaccataa 
     6181 aactgagaac tgtatttgct tttgttgtag acgatggaac atgtctcctc cagtgaggta 
     6241 agatacttta gtatcaacag aaaatctttt agttagtaaa aacagaatat gacctaaact 
 
Εικόνα4:  Η πλήρης αλληλουχία του εξωνίου 3 της as2- καζεΐνης των βοοειδών. (προσαρμογή από Groenen, M. 
A. A., et al., 1993). 
 
γράμματα έντονη γραφή πρόσωπο. 
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2.4 Η ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΤΩΝ 
ΚΑΖΕΪΝΩΝ ΣΕ  ΠΑΡΑΓΩΓΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΟΥ 
ΓΑΛΑΚΤΟΣ 
Στα μηρυκαστικά, έχει πραγματοποιηθεί πλήρης χαρτογράφηση των γονιδίων των 
πρωτεϊνών του γάλακτος και έχουν ταυτοποιηθεί και χαρακτηριστεί αξιοσημείωτες 
γενετικές παραλλαγές, με μεγάλη οικονομική σημασία για την κτηνοτροφία γιατί οι 
παραλλαγές στα γονίδια των πρωτεϊνών του γάλακτος συνδέονται άμεσα με την απόδοση 
των αγελάδων γαλακτοπαραγωγής, όσον αφορά την ποσότητα γάλακτος, τα θρεπτικά 
χαρακτηριστικά και τα χαρακτηριστικά τυροκόμησης (Groscluade, 1988; Di Stasio & 
Mariari 2000; Martin et al., 2002).  
Οι παραλλαγές, επίσης, των πρωτεϊνών του γάλακτος εμπλέκονται σε διάφορες πτυχές 
της ανθρώπινης διατροφής. Η παρουσία αλληλομόρφων που σχετίζονται με μειωμένη 
περιεκτικότητα των καζεϊνών και των πρωτεϊνών ορού γάλακτος θα μπορούσε να 
αξιοποιηθεί για την παραγωγή γάλακτος με ειδικές θρεπτικές ιδιότητες. Ένα 
χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι το υποαλλεργικό γάλα. Από την άλλη πλευρά, η 
συχνότητα αυτών των αλληλομόρφων, που σχετίζονται με τη μείωση της 
περιεκτικότητας του γάλακτος σε πρωτεΐνες, θα μπορούσε να μειωθεί με επιλογή των 
κατάλληλων γεννητόρων, μετά από μία απλή ανάλυση DNA, αυξάνοντας έτσι την 
περιεκτικότητα σε καζεΐνη στο γάλα που χρησιμοποιείται για τυροκόμηση. 
Αναφορές στην φυλή Holstein – Friesian 
Ο Boettcher et al. (2004), παρατήρησε σημαντική επίδραση διαφόρων παραλλαγών των 
γονιδίων των καζεϊνών στην περιεκτικότητα των πρωτεϊνών του γάλακτος σε Ιταλικά 
βοοειδή της φυλής Holstein  και Brown. 
Ο σύνθετος γενότυπος Β-Α1-Β (με σειρά CSN1S2- CSN2- CSN3), συνδέθηκε με 
αυξημένα ποσοστά λίπους και πρωτεϊνών στο γάλα της φυλής Ayrshire στην Φιλανδία 
(Ikonen et al., 2001) και στις φυλές Holstein και Brown στην Ιταλία (Boettcher et al., 
2004). Ο απλότυπος  C-A2-B  συσχετίστηκε με μειωμένη απόδοση γάλακτος και υψηλή 
συγκέντρωση πρωτεϊνών (Boettcher et al., 2004). 
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Μια πρόσφατη έρευνα σε ολλανδικό πληθυσμό Holstein κατέληξε στο συμπέρασμα ότι η 
επιλογή του σύνθετου γενότυπου Α2-Β-B για τα γονίδια CSN2-CSN3-LGB οδηγεί σε 
αγελάδες που παράγουν γάλα με βελτιωμένα χατακτηριστικά τυροκόμησης (Heck et al., 
2009). 
 
Παραλλαγές του γονιδίου CSN1S2 
Το γονίδιο της as2-καζεΐνης (CSN1S2) είναι μέλος της οικογένειας των καζεϊνικών 
γονιδίων, η οποία αποτελεί έως και το 10% του βόειου κλάσματος των καζεϊνών. 
Υπάρχουν δύο κύριες μορφές και διάφορα δευτερεύοντα συστατικά. Η μορφή της κύριας 
παραλλαγής CSN1S2*Α είναι ένα μονό πολυπεπτίδιο που αποτελείται από 207 ΑΑ 
(Ibeagha-Awemu et al., 2007). Εκτός από την CSN1S2*Α παραλλαγή, έχουν βρεθεί 
άλλες τρεις παραλλαγές, (B, C και D). Το αλληλόμορφο B  του γονιδίου της as2-
καζεΐνης χαρακτηρίζεται από μία αντικατάσταση CT στο 17ο νουκλεοτίδιο 
(TCCTTC) του εξώνιου 3, η οποία οδηγεί σε αλλαγή του όγδοου αμινοξέος της 
ώριμης πρωτεϊνης, από Ser Phe (Ibeagha-Awemu et al., 2007).  Γενικά η CSN1S2*Β 
παραλλαγή χρησιμοποιείται για να εκτιμηθεί η  καταγωγή των βοοειδών πληθυσμών. 
Συγκεκριμένα έρευνες έχουν δείξει ότι το αλληλόμορφο CSN1S2* B εμφανίζεται πιο 
συχνά στην φυλή Bos indicus (Formaggioni et al., 1999), ενώ τόσο η παραλλαγή 
CSN1S2*Α όσο και η CSN1S2*Β βρίσκονται  στις φυλές Bos taurus και Bos indicus στο 
Νεπάλ (Grosclaude et al., 1976, 1978, 1982). Η παραλλαγή CSN1S2*Β έχει βρεθεί και 
στις άλλες Ευρωπαϊκές φυλές και ιδιαίτερα σε αυτές που προέρχονται από την 
νοτιοανατολική Ευρώπη  (Ibeagha-Awemu et al., 2007). H CSN1S2*B αντιπροσωπεύει 
προγονικό πολυμορφισμό τόσο στην φυλή Bos indicus όσο και στην φυλή Bos taurus. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 - ΣΚΟΠΟΣ 
Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν η μελέτη των πολυμορφισμών στο γονίδιο της αs2-
καζεΐνης του γάλακτος, σε ελληνική εκτροφή αγελάδων Holstein. Συγκεκριμένα 
μελετήσαμε το επίπεδο του πολυμορφισμού στο εξώνιο 3 (27bp) του γονιδίου CSN1S2 
που αποτελείται από 128 ζεύγη βάσεων, το οποίο κωδικοποιεί την πρωτεΐνη αS2-Casein, 
σε 94 δείγματα αγελάδων της φυλής Holstein σε μία κτηνοτροφική μονάδα στην 
περιοχής της Λάρισας. 
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4- ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
4.1 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA  
Για την απομόνωση DNA από τα 94 δείγματα αίμα των αγελάδων της φυλής Holstein-
Friesian, χρησιμοποιήσαμε το πρωτόκολλο των Budowle et al., (1990). Το DNA που 
απομονώνεται είναι σταθερό στους 4 oC  για μεγάλο χρονικό διάστημα. Η απομόνωση 
του DNA με διαδοχικές εκχυλίσεις με οργανικούς διαλύτες (φαινόλη και χλωροφόρμιο) 
αποτελεί την κλασσική μέθοδο απομάκρυνσης των πρωτεϊνών από το DNA. 
Αναλυτικά η διαδικασία της απομόνωσης: 
 Αφού ξεπαγώσουν τα δείγματα μας σε θερμοκρασία δωματίου, μεταφέρεται 1 ml  
δείγματος σε eppendorf των 2 ml, όπου προσθέτουμε 1 ml  ρυθμιστικού 
διαλύματος SSC 1x. Στη συνέχεια πραγματοποιείται ανάδευση σε vortex και 
φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις  13000 rpm σε θερμοκρασία δωματίου. 
 Έπειτα απομακρύνεται το υποκείμενο και στο ίζημα προστίθεται 1 ml  
ρυθμιστικού διαλύματος SSC 1x. Στη συνέχεια πραγματοποιείται ανάδευση σε 
vortex και φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις  13000 rpm σε θερμοκρασία δωματίου. 
 Μετά απομακρύνουμε το υποκείμενο και προσθέτουμε 0.6 ml NaOAc (οξικού 
νατρίου) συγκέντρωσης 0.2 Μ,  25 μl SDS 10% και 15 μl διαλύματος 
πρωτεϊνάσης Κ (10 mg/ml) και ακολουθεί επώαση στους 55 oC για περίπου 2 
ώρες υπό ανάδευση.  
 Στη συνέχεια, προσθέτουμε 1 ml  φαινόλης και ακολουθεί ανάδευση σε vortex 
και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις  13000 rpm στους 4 oC. 
 Μεταφέρουμε το υποκείμενο σε καινούργιο eppendorf, και προσθέτουμε 1 ml 
χλωροφορμίου/ ισοαμυλικής αλκοόλης (24:1) και ακολουθεί ανάδευση σε vortex 
και φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις  13000 rpm στους 4 oC. 
 Ακολούθως, μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε καινούργιο eppendorf, και 
προσθέτουμε 1ml ισοπροπανόλης και κάνουμε επώαση για τουλάχιστον 20 λεπτά 
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στους -20 oC. Μετά την επώαση κάνουμε φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 13000 
rpm στους 4 oC για να γίνει κατακρήμνιση του DNA. 
 Αφαιρούμε το υπερκείμενο και προσθέτουμε 1 ml αιθανόλης 70%. Έπειτα, 
γίνεται φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις rpm στους 4 oC. 
 Μετά απομακρύνουμε το υπερκείμενο και κάνουμε επώαση στους 50 oC μέχρι να 
εξατμιστεί τελείως η αιθανόλη. 
 Τέλος, αφού στεγνώσει το ιζημα, προσθέτουμε 100 μl ddH2O (δις- αποσταγμένο 
νερό ) στο DNA, και αποθηκεύουμε τα δείγματα μας στους -20 oC. 
 
 Έπειτα, ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων DNA σε πηκτή αγαρόζης 
πυκνότητας 1.5%, με χρώση βρωμιούχου αιθιδίου έτσι ώστε να καθοριστεί η ποσότητα 
του DNA των δειγμάτων που θέλουμε να υποβάλουμε σε PCR (Πίνακας 7). 
 
    Πίνακας 7: Παρασκευή πήκτης αγαρόζης 1.6% 
TAE 1x 50 ml 
Αγαρόζη 0.8 g 
Βρωμιούχο αιθίδιο 5 μl 
        
 
 
 
4.2 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΓΟΝΙΔΙΟΥ CSN1S2 ΜΕ PCR 
 
H PCR ανακοινώθηκε στην επιστημονική κοινότητα για πρώτη φορά το 1985. Σήμερα 
αντιμετωπίζεται σαν μια από τις πιο σημαντικές επιστημονικές ανακαλύψεις της 
δεκαετίας και έχει αλλάξει, με επαναστατικό τρόπο, τη μελέτη του DNA. Ο εφευρέτης 
της μεθόδου Karry Mullis τιμήθηκε με το βραβείο Νόμπελ το 1993.  
 
Η PCR είναι μια πολύ γρήγορη και οικονομική τεχνική που χρησιμοποιείται για να 
πολλαπλασιάσει με ακρίβεια μικρά τμήματα του DNA. Κάτι τέτοιο είναι απαραίτητο 
γιατί για να γίνει ανάλυση των μεταλλάξεων ή των πολυμορφισμών σε μοριακό επίπεδο, 
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είναι απαραίτητες αρκετά μεγάλες ποσότητες του DNA. Απομονωμένα τμήματα DNA θα 
ήταν αδύνατο να μελετηθούν επαρκώς χωρίς την μέθοδο της PCR. 
 
 
 
              Εικόνα5:  Η  αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης PCR (προσαρμογή από en.wikipedia.org). 
 
 
Χρησιμοποιήθηκαν κατάλληλοι εκκινητές έτσι ώστε να ενισχυθεί το εξώνιο 3 του 
γονιδίου CSN1S2, χρησιμοποιώντας την αλληλουχία αναφοράς από τη βάση δεδομένων 
(as2-cazein, exon 3, GenBank:Μ94327). Στον Πίνακα 8 φαίνεται η αλληλουχία των 
εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για να ενισχύσουμε την περιοχή των 128 ζευγών 
βάσεων, η οποία περιλαμβάνει το τμήμα των 27 bp του εξωνίου 3 της as2- καζεΐνης. 
 
Πίνακας 8: Εκκινητές ενίσχυσης του εξονίου 3 της as2- καζεΐνης 
ΕΚΚΙΝΗΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 
CSN1S2EX3.FW ACTGAGAACTGTATTTGCTTTTGT 
CSN1S2EX3..RV AGACAATAGTTTAGGTCATATTCTG 
 
 
 
 
 
Το πρωτόκολλο της αντίδρασης, που κατασκευάστηκε για την ενίσχυση της περιοχής του 
εξονίου 3 της as2- καζεΐνης, με την μέθοδο της PCR ήταν το ακόλουθο:  
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Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης-PCR εφαρμόζεται με την βοήθεια ενός 
θερμοκυκλωτή, ο οποίος ξεκινάει με θερμοκρασία  95oC για 5 λεπτά έτσι ώστε το 
δίκλωνο DNA να αποδιαταχθεί.  Στη συνέχεια πραγματοποιούνται 35 κύκλοι 
θερμοκρασιών 95oC για 40 δευτερόλεπτα, 53oC για 40 δευτερόλεπτα και τέλος 72 oC  για 
άλλα 40 δευτερόλεπτα. Σε αυτά τα στάδια οι εκκινητές σε περίσσια προσαρμόζονται 
με υβριδισμό στις συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA  με ψύξη του δείγματος 
στους 50 – 60°C και ακολουθεί επώαση στους 72° C για την επιμήκυνση των εκκινητών 
από μία θερμοάντοχη πολυμεράση, παρουσία των τεσσάρων νουκλεοτιδίων. 
 
Στη συνέχεια τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτη αγαρόζης 2% (w/v) με 
προσθήκη χρώσης βρωμιούχου αιθίδιου, χρησιμοποιώντας ως δείκτη έναν ladder 100bp 
(Fast Gene, Nippon Genetics) για επιβεβαίωση του μοριακού βάρους των PCR 
προϊόντων. 
 
 
 
 
4.3 Single-strand conformation polymorphism (SSCP) ανάλυση 
Η SSCP ανάλυση είναι από τις πιο απλές και πιο χρήσιμες μεθόδους για την ανίχνευση 
μεταλλαγών και τυχόν πολυμορφισμών.  Κατά την ανάλυση αυτή τα DNA τμήματα 
διαχωρίζονται ως μονόκλωνα μόρια  σε μη αποδιατακτική πήκτη πολυακρυλαμίδης. 
                                                     Αντίδραση PCR για 50 μl 
DNA 100ng 
Buffer TAE 10x 5μl 
MgCl2  50 mM 2μl 
dNTPs (40 mM) 1μl 
Primer forward (50 pmoles/μl) 1μl 
Primer reverse (50 pmoles/μl) 1μl 
Taq polymerase (5 units/μl) 0,2μl 
H20 Έως 50μl 
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Καθώς μία αλυσίδα μονόκλωνου DNA διπλώνει διαφορετικά από μία άλλη αλυσίδα, αν 
αυτές διαφέρουν ως προς μία βάση, έχουν ως αποτέλεσμα διαφορετικό κινητικό 
πρότυπο. Αυτές οι μεταλλάξεις ανιχνεύονται ως καινούργια ζώνη και εντοπίζεται είτε με 
αυτοραδιογραφία και την χρήση φθορίζοντων εκκινητών είτε με την χρήση του νιτρικού 
αργύρου. 
 
 
H ανάλυση SSCP μας δείχνει διαφορές σε ηλεκτροφορετικά πρότυπα και όχι την ακριβή 
μεταλλαγή που το προκάλεσε, για αυτό τον λόγο μετά την ανάλυση ακολουθείται 
αλληλούχηση του συγκεκριμένου προϊόντος PCR.  
Στη συγκεκριμένη μελέτη από τα θετικά δείγματα που προέκυψαν μετά την ανίχνευση 
στην πηκτή αγαρόζης, χρησιμοποιήθηκαν 7μl, στα οποία έγινε προσθήκη 10μl 
αποδιατακτικού διαλύματος φορμαμιδίου (denaturation buffer), το οποίο αποδιατάσσει 
τα δίκλωνα μόρια του PCR προϊόντος. Στη συνέχεια  με εφαρμογή ενός προγράμματος 
της PCR για 8 λεπτά στους 96οC πραγματοποιείται πλήρης αποδιάταξη των δίκλωνων 
μορίων DNA. Τα δείγματα τοποθετούνται αμέσως σε πάγο προκειμένου να μην συμβεί 
επανασύνδεση των μονόκλωνων μορίων DNA. Ακολούθως τα δείγματα φορτώνονται σε 
πήκτωμα  πολυακρυλαμίδης 12% όπου και ηλεκτροφορούνται στα 220V για 24 ώρες 
περίπου σε θερμοκρασία 4oC. 
 
Για την πήκτη ακρυλαμίδης 12% χρειάστηκε να αναμείξουμε: 7,5g ακρυλαμίδη, 0,25g 
bis- ακρυλαμίδη, 3,15ml buffer TBE 10x, και 6 ml γλυκερόλη όπου τοποθετήθηκαν μέσα 
σε ποτήρι ζέσεως και αναδεύτηκαν με την χρήση μαγνήτη. Έπειτα έγινε διήθηση στο 
διάλυμα όπου σταδιακά συμπληρώθηκε  νερό  αποσταγμένο έως ότου το διάλυμα να 
φτάσει τα 65 ml. Το διάλυμα μεταφέρθηκε σε κωνική φιάλη, προστέθηκαν 65ml 
TEMED και 400 μl APS 20%, και μετά από καλή ανάδευση το διάλυμα μεταφέρθηκε σε 
κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης. Tέλος, τοποθετήθηκαν τα χτενάκια έτσι ώστε να 
δημιουργήσουμε τα πηγαδάκια για να φορτώσουμε τα αποδιαταγμένα PCR προϊόντα. 
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Μετά από το πέρασμα του χρόνου της ηλεκτροφόρησης ακολουθεί ο χρωματισμός της 
πήκτης. Η διαδικασία του χρωματισμού έχει ως εξής:  
 Αφαιρούμε την πήκτη προσεκτικά από το καλούπι και την τοποθετούμε πάνω σε 
μία πλαστική-διάφανη σακούλα, μέσα σε ένα μεταλλικό πιάτο το οποίο 
αναδεύεται πάνω σε μηχάνημα ανάδευσης. 
  Παρασκευάζουμε το πρώτο διάλυμα: 400ml H2O +  1ml οξικού οξέος. 
Ξεπλένουμε την πήκτη δύο φορές με το διάλυμα οξικού οξέος (200ml κάθε 
φορά) αναδεύοντας την πήκτη για 3 λεπτά. Αφαιρούμε το διάλυμα και 
ξεπλένουμε με δις-αποσταγμένο νερό (ddH2O). 
 Φτιάχνουμε το δεύτερο διάλυμα: 1g  νιτρικού αργύρου σε 1 λίτρο νερό. 
Εμείς χρειαζόμαστε 200ml διαλύματος για την πήκτη, και την αφήνουμε να 
αναδεύεται για 10 λεπτά.  Μετά ξεπλένουμε με δις-αποσταγμένο νερό (ddH2O) 
δύο φορές. 
 Παρασκευάζουμε και το τρίτο διάλυμα όπου σε ποτήρι ζέσεως προσθέτουμε: 3g 
καυστικού νατρίου (NaOH), 1ml φορμαλδεΰδης (HCHO) και 0,01g 
βοροϋδρίδιου του νατρίου (NaBH4). Προσθέτουμε στη πηκτή το 3ο διάλυμα και 
την αφήνουμε να αναδεύεται μέχρι να εμφανιστούν όλες οι ζωνώσεις καθαρά. 
 Τέλος το ξεπλένουμε καλά με δις-αποσταγμένο νερό (ddH2O) και αποθηκεύουμε 
την πηκτή ακρυλαμίδης. 
  
 
 
4.4 ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ  
 
Όπως αναφέρθηκε πριν η SSCP ανάλυση υποδεικνύει ότι υπάρχει μία μετάλλαξη αλλά 
δεν μας λέει ποια ακριβώς είναι αυτή η μετάλλαξη. Για τον λόγο αυτό είναι απαραίτητη 
η αλληλούχηση των PCR προϊόντων. Για να σταλούν όμως τα  PCR προϊόντα για 
αλληλούχιση θα πρέπει πρώτα να καθαριστούν από τυχόν υπολείμματα των 
αντιδραστηρίων της  PCR.  Με την βοήθεια ενός κιτ καθαρισμού DNA (Gel & PCR 
clean-up, Macherey- Nagel) και την εφαρμογή του πρωτοκόλλου του καθαρίσαμε τα 
δείγματα που επιλέχθηκαν να σταλούν για αλληλούχηση σε εξωτερικό εργαστήριο. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5- ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ & ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
5.1 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA 
 
Έγινε απομόνωση DNA, από 94 δείγματα αίματος αγελάδας, της γαλακτοπαραγωγικής 
φυλής Holstein- Friesian, η οποία παρείχε καλής ποιότητας DNA, με τιμές 
συγκέντρωσης κατά μέσο όρο 50 ng/μl. 
Πραγματοποιώντας ηλεκτροφόρηση σε πήκτη αγαρόζης 1.5% (w/v), με χρώση 
βρωμιούχου αιθίδιου εμφανίζονται δύο διακριτές φωτεινές ζώνες. Η πρώτη ζώνη 
εμφανίζεται ψηλότερα, λίγο πιο κάτω από το πηγάδι της πήκτης και είναι το πυρηνικό 
DNA, ενώ η δεύτερη παρουσιάζεται χαμηλότερα διότι είναι μικρότερου μεγέθους και 
είναι το μιτοχονδριακό DNA. 
 
 
Εικόνα 6: Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτη αγαρόζης 1,5% (w/v). Απομόνωση 20 δειγμάτων 
αίματος αγελάδας.  
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5.2 ΕΝΙΣΧΥΣΗ TOY DNA ΜΕ ΤΗΝ ΜΕΘΟΔΟ PCR 
 
Χρησιμοποιώντας κατάλληλους εκκινητές (πίνακας 8) ενισχύθηκε το τμήμα του εξωνίου 
3 που επιθυμούσαμε (γονίδιο as2-καζεΐνη, εξώνιο 3, GenBank: M94327). Για να 
επαληθευτεί η επιτυχία της μεθόδου πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση σε πήκτη 
αγαρόζης 2%. Για να υπολογιστεί το μήκος του τμήματος που ενισχύθηκε 
ηλεκτροφορούμε μαζί με τα προϊόντα της PCR και έναν ladder ή αλλιώς μάρτυρα 
γνωστού μοριακού βάρους.            
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7: PCR προιόντα σε ηλεκτροφόρηση πηκτή αγαρόζηςs 2%, με χρώση βρωμιούχου 
αιθιδίου. 
Με βάση το ηλεκτροφορητικό πρότυπο, τα τμήματα που ενισχύθηκαν είχαν μήκος 
περίπου 120 ζεύγων βάσεων. Η Εικόνα 7 δείχνει ένα τυπικό αποτέλεσμα μίας PCR 
ενίσχυσης του τμήματος του γονιδίου που μελετήσαμε. 
5.3 ΑΝΑΛΥΣΗ SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
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Αφού πραγματοποιήθηκε η ενίσχυση της επιθυμητής περιοχής (όπως αυτή έχει 
περιγραφεί παραπάνω), μέσω της μεθόδου PCR, έγινε ανάλυση SSCP των PCR 
προϊόντων. Τα αποδιαταγμένα δείγματα  της PCR, ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτη 
πολυακρυλαμίδης 12%, για περίπου 24 ώρες σε θερμοκρασία 4oC στα 220Volt. 
Κατά την SSCP ανάλυση το DNA κινείται σε μονόκλωνη κατάσταση μέσα στην πηκτή 
της ακρυλαμίδης, για αυτό συνήθως βλέπουμε την ύπαρξη δύο ζωνών για τα ομόζυγα 
άτομα και τέσσερις για τα ετερόζυγα άτομα. Παρακάτω παρουσιάζεται μία ενδεικτική 
εικόνα από πηκτή πολυακρυλαμίδης μετά τον χρωματισμό της με νιτρικό άργυρο. 
Εικόνα 8: Ανάλυση SSCP με  δύο πρότυπα,  Α και Β. Δείγματα από αγελάδες φυλής  Holstein-     
Friesian 
Από την ανάλυση SSCP που πραγματοποιήθηκε στο σύνολο των δειγμάτων, 
αποκαλύφθηκαν δύο διαφορετικά  πρότυπα. Η συντριπτική πλειοψηφία των δειγμάτων 
(91 σε σύνολο 94 δειγμάτων) ακολούθησαν το πρότυπο Α ενώ μόνο 3 δείγματα (Bos 36, 
46, 83) εμφάνισαν διαφορετικό πρότυπο, το Β. Η παρουσία επιπλέον ζωνώσεων στο 
πρότυπο Β σε σχέση με το πρότυπο Α φανερώνει την ύπαρξη πιθανής ετεροζυγωτίας στο 
συγκεκριμένο πρότυπο. Η συνολική εικόνα που έχουμε από την SSCP ανάλυση είναι ότι 
το εξώνιο 3 του γονίδιου CSN1S2 της as2-καζεΐνης, είναι καλά συντηρημένο και δεν 
παρουσιάζει ιδιαίτερες μεταλλάξεις. 
       Α                 Α             Α                Α               Α              Β               Β             Α                 Β                Α 
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5.4 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ 
 
Η αλληλούχιση πραγματοποιήθηκε και με τους δύο εκκινητές που είχαμε επιλέξει για 
την ενίσχυση του PCR προϊόντος, επομένως προέκυψαν δύο αλληλουχίες βάσεων για 
κάθε ένα δείγμα: μία για τον εκκινητή της μεταγραφόμενης αλυσίδας και μία για τον 
εκκινητή της συμπληρωματικής αλυσίδας. Το μέγεθος του τμήματος που προέκυψε για 
όλα τα δείγματα, μετά την αλληλούχηση, ήταν 128bp. Τα αρχεία των ακολουθιών 
αναλύθηκαν με το πρόγραμμα BioEdit© και οι αλληλουχίες στοιχήθηκαν με τον 
αλγόριθμο ClustalX για να βρεθούν οι περιοχές ομολογίας. Από την ανάλυση των 
χρωματογραφημάτων του κάθε δείγματος εντοπίστηκε η θέση στην οποία 
διαφοροποιούνται οι δύο αλληλουχίες που προέρχονται από τα διαφορετικά πρότυπα Α 
και Β. Η θέση αυτή ειναι το 18ο νουκλεοτίδιο του εξωνίου 3 (Εικόνα 
9).
 
Εικόνα 9: Χρωματογραφήματα αλληλουχιών που απεικονίζουν τη σημειακή διαφοροποίηση 
μεταξύ των προτύπων Α και Β. 
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Παρατηρούμε ότι το πρότυπο Α αντιστοιχεί σε αλληλουχία ομοζυγωτικού ατόμου, όπως 
προέκυψε μετά την αλληλούχηση, ενώ το πρότυπο Β αντιστοιχεί σε αλληλουχία 
ετεροζυγωτικού ατόμου που προκύπτει από την ομόζυγη αλληλουχία του προτύπου Α 
και μίας νέας αλληλουχίας, η οποία στη θέση 18 του εξωνίου 3 παρατηρείται η 
μετάπτωση C→T. 
 
Οι αλληλουχίες που προέκυψαν από τα 2 διαφορετικά πρότυπα είναι οι ακόλουθες: 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....|  
                      10         20         30         40         
50              
Allele 1     ACTGAGAACT GTATTTGCTT TTGTTTGTAG ACGATGGAAC 
ATGTCTCCTC  
Allele 2     ACTGAGAACT GTATTTGCTT TTGTTTGTAG ACGATGGAAC 
ATGTCTCTTC  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....|  
                      60         70         80         90        
100             
Allele 1     CAGTGAGGTA AGATACTTTA GTATCAACAG AAAATCTTTT 
AGGTTAGTAA  
Allele 2     CAGTGAGGTA AGATACTTTA GTATCAACAG AAAATCTTTT 
AGGTTAGTAA  
 
 
             ....|....| ....|....| ....|... 
                     110        120           
Allele 1     AAACAGAATA TGACCTAAAC TATTGTCA 
Allele 2     AAACAGAATA TGACCTAAAC TATTGTCA 
 
Με έντονα κόκκινα παρατηρούμε την αλληλουχία του εξωνίου 3 και την πολυμορφική 
θέση 18 (πράσινο χρώμα). Συγκρίνοντας τις δύο αυτές αλληλουχίες με τις διαθέσσιμες 
αλληλουχίες της βάσης δεδομένων GenBank, παρατηρούμε ότι το το αλληλόμορφο 1 με 
την συντριπτική εμφάνιση στον πληθυσμό μας, αντιστοιχεί στην παραλλαγή CSN1S2*Α 
ενώ το αλληλόμορφο 2 δεν αντιστοιχεί σε καμία από τις άλλες 3 γνωστές παραλλαγές  
(B,C,D). 
Το αλληλόμορφο του γονιδίου της as2-καζεΐνης που εντοπίσαμε, εμφανίζει μία 
μετάπτωση C→T στο 18ο νουκλεοτίδιο του εξωνίου 3 (TCC→TCT). 
Επιπλέον, μεταφράζοντας την παραπάνω ακολουθία βάσεων σε αμινοξική ακολουθία και 
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στοιχίζοντας τη με την αμινοξική ακολουθία αναφοράς για την as2-καζεΐνη (UniProtKB -
 CASA2_BOVIN, accession:P02663), προέκυψε ότι η συγκεκριμένη μετάπτωση C→T 
στο 18ο νουκλεοτίδιο του εξωνίου 3 δεν οδηγεί σε αλλαγή αμινοξέος στη συγκεκριμένη 
θέση (8) της αμινοξικής αλληλουχίας της as2-καζεΐνης, όπως παρατηρούμε παρακάτω: 
 
            CSN1S2*Α   TMEHVSSSE 
Allele 1          .  .  .  .  .  .  .  . 
Allele 2          .  .  .  .  .  .  .  . 
 
Συνοπτικά,  η συγκεκριμένη εργασία παρουσίασε το επίπεδο του πολυμορφισμού στο 
εξώνιο 3 του γονιδίου CSN1S2 της as2-καζεΐνης σε ένα πληθυσμό αγελάδων. 
Ταυτοποιήθηκε ένας πολυμορφισμός στη θέση (nt 18) του εξωνίου 3, με πολύ χαμηλή 
συχνότητα στο συγκεκριμένο πληθυσμό που μελετήθηκε. 
 
5.5 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Από την ανίχνευση του γενετικού πολυμορφισμού των πρωτεϊνών του γάλακτος, έχουν 
προκύψει πρακτικές εφαρμογές, οι οποίες έχουν εκτενώς χρησιμοποιηθεί ως γενετικοί 
δείκτες για την αύξηση της παραγωγής του γάλακτος και για την βελτίωση των 
παραγωγικών χαρακτηριστικών του γάλακτος. Υπάρχουν πολλές έρευνες που αφορούν 
τον γενετικό πολυμορφισμό των καζεϊνών του γάλακτος και σχετίζονται τόσο με την 
περιεκτικότητα του γάλακτος σε λιπαρά όσο και σε πρωτεΐνες. Στην παρούσα έρευνα μας 
απασχόλησε η ανίχνευση του πολυμορφισμού του εξωνίου 3 του γονιδίου CSN1S2 που 
κωδικοποιεί για την as2- καζεΐνη του γάλακτος των βοοειδών. 
 Ορισμένοι ερευνητές έχουν συνδέσει την as2-καζεΐνη με την γαλακτοπαραγωγική 
απόδοση των βοοειδών και άλλοι με τον φυλετικό προσδιορισμό των βοοειδών.  
Από τους Nilsen, et. al., (2009), προτάθηκε, σύμφωνα με την δομή του καζεϊνικού 
συμπλέγματος, να χωριστεί το σύμπλεγμα σε δύο ομάδες. Η μια ομάδα να αποτελείται 
από τα γονίδια CSN1S1, CSN2 &CSN1S2 και η άλλη ομάδα να αποτελείται από το 
γονίδιο CSN3. Η πρώτη ομάδα του καζεϊνικού συμπλέγματος, βρέθηκε ότι σχετίζεται με 
την γαλακτοπαραγωγή. Αντιθέτως, δεν βρέθηκε καμία συσχέτιση των 
γαλακτοπαραγωγικών χαρακτηριστικών με το γονίδιοCSN3. Μία πρόσφατη έρευνα, 
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χρησιμοποιώντας πάλι της ίδιες καζεϊνικές ομάδες, ενίσχυσαν πληθυσμό βοοειδών της 
φυλής Red  στη Νορβηγία, χρησιμοποιώντας έναν απλότυπο μεγάλου μεγέθους ο οποίος 
περιλάμβανε τα γονίδια CSN2 &CSN1S2 από πληθυσμό ταύρων της φυλή Holstein- 
Friesian της Σουηδίας. Αναλύσεις που έγιναν μετέπειτα στους απόγονους των βοοειδών 
αυτών, έδειξαν ότι ο απλότυπος δεν είχε διαταραχθεί σημαντικά. Ανασυνδιασμοί σε αυτή 
την  περιοχή συνδέθηκαν  τόσο με αυξημένη περιεκτικότητα του γάλακτος με πρωτεΐνες 
(οι πολυμορφισμοί, ενδεχομένως να επηρεάζουν την μεταγραφή ή την έκφραση του 
CSN1S2 γονιδίου)  όσο και με αυξημένη εμφάνιση μαστίτιδας ( Sodeland, et. al., 2011). 
Σύμφωνα με τους  Ibeagha-Awemu et al., (2007), το αλληλόμορφο B  του γονιδίου της 
as2-καζεΐνης χαρακτηρίστηκε από μία μετάπτωση C→T στο 17ο νουκλεοτίδιο 
(TCC→TTC)του εξωνίου 3, η οποία οδηγεί σε αλλαγή του όγδοου αμινοξέος της 
πρωτεΐνης (Ser→Phe).Στη συγκεκριμένη εργασία αναφέρεται ότι έγινε σύγκριση της 
αλληλουχίας του αλληλομόρφου Β με την αντίστοιχη αλληλομόρφου Α (GenBankNo. 
M94327) και ότι ο συγκεκριμένος πολυμορφισμός (SNP) δημιουργεί μία θέση 
περιορισμού για την ενδονουκλεάση περιορισμού MboII, με την οποία είναι δυνατή η 
ανίχνευση του αλληλομόρφου CSN1S2*B. 
Ο πολυμορφισμός που εντοπίσαμε μετά από αλληλούχιση είναι η ίδια αντικατάσταση 
C→T, με τη διαφορά ότι εντοπίστηκε στο 18ο νουκλεοτίδιο (TCC→TCT) του εξωνίου 3, 
και δημιουργεί, επίσης, μία θέση περιορισμού για την ενδονουκλεάση περιορισμού 
MboII. Επιπροσθέτως, η απουσία κατατεθειμένης αλληλουχίας, στη βάση δεδομένων 
GenBank, για το αλληλόμορφο CSN1S2*B μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι έχει 
καταγραφεί λανθασμένος, από τους Ibeagha-Awemu etal., (2007), ο συγκεκριμένος 
πολυμορφισμός στο 17ο νουκλεοτίδιο του εξωνίου 3 της as2-καζεΐνης στα βοοειδή. 
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